Participation du cytochrome P450 dans l'oxydation des alcanes chez Candida tropicalis  by Gallo, M. et al.
Volume 19, number 1 FEB.3 LETTERS November 1971 
PARTICIPATION DU CYTOCHROME Pdso DANS L’OXYDATION 
DES ALCANES CHEZ CANDIDA TROPICALIS 
M. GALLO, J.C. BERTRAND et E. AZOULAY 
Laboratoire de Chimie Bactt%ienne, C.N.R.S. 
et 
Laboratoire de Microbiologic e’cologique, Faculte’des Sciences, 
31, chemin Joseph-Aiguier, Marseille, France 
Received 11 September 197 1 
Candida tropicalis strain 101 possesses a hydroxylase system when grown on tetradecane as the carbon source 
which is active towards hydrocarbons and fatty acids. This system including cytochrome Paso and NADPH-cyto- 
chrome c reductase has been localized exclusively in the microsomal fraction. 
1. Introduction 
Les levures du genre Candida (C. tropicalis 
souche 101) [I] metabolisent les alcanes successive- 
ment en alcool, aldehyde et acide gras correspon- 
dant selon 2 voies distinctes, l’une de nature mito- 
chondriale [2] et l’autre de nature soluble [3]. Nous 
avons par ailleurs montre que les extraits particulaires 
prepares a partir de cette souche catalysent en pre- 
sence de NAD et d’ATP l’oxydation du decane en 
decanol dans des systemes totalement depourvus 
d’oxygene [4]. Cependant, rCalisCe dans de telles 
conditions, la reaction conduit a une quantite de 
coenzyme reduit 100 fois plus importante que la 
qualite d’alcool accumule; de plus il a BtC constate 
[S] que les extraits provenant de ces memes cellules 
possedent une activite hydroxylase speciflque des 
acides gras oti interviennent a la fois un cytochrome 
P 450 3 une NADPH-cytochrome c reductase et l’oxy- 
gene. Darts ce memoire nous nous proposons de pre- 
ciser la nature du systtime responsable de l’oxydation 
des alcanes chez C. tropicalis, sa localisation sub- 
cellulaire et sa regulation. 
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2. Methodes et resultats 
2.1. Prkparation des extraits 
Les caracteres de la souche 101 de C. tropicalis 
utilisee ainsi que les conditions de culture sur hydro- 
carbures ont deja CtC decrits [l] . La preparation des 
extraits a CtC realisee a partir de cellules cultivees 
en aerobiose, lakes et remises en suspension dans 
une solution de Mannitol(O,22 M), EDTA (0,s mM), 
Albumine de boeuf Sigma (O,OS%), pH 7,6, dans 
les conditions suivantes: la suspension microbienne 
refroidie a O”, soumise a l’action des ultra-sons pen- 
dant 20 set, est ensuite traitee dans une cellule de 
pression (French pressure cell). Apres traitement 
le melange est centrifuge a 4000 trs/min pendant 
15 min, le sumageant rCcupCrC et centrifuge a 49 000 
trs/min pendant 90 min (Rotor T150 Spinco L4), 
donne un culot qui, repris dans du tampon Tris-HCl 
0,OS M pH 7,6 constitue l’extrait particulaire con- 
tenant par ml 10 mg de proteines dosees selon la 
methode de Lowry et al. [6]. 
2.2. Mesure des activite’s enzymatiques 
Les activites alcool et aldehyde deshydrogenase 
(alcool: NAD’ oxydo reductase EC 1.1.1.1) (aldehyde: 
NAD’ oxydo reductase EC 1.2.1.3) ont CtC determi- 
nees selon Lebeault et ~011. [2,3]. 
45 
Volume 19, number 1 FEBSLETTERS November 197 1 
Fig, l. Spectre differentiel oxyde-reduit apres traitement au CO de l’echantillon reduit. A: extrait particulaire (10 mg proteines). 
B: Fraction II (21% saccharose, 4 mg proteines). 
Tableau 1 
Fractionnement sur gradient de saccharose des extraits particulaires de C. tropicalis. 
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156 i 195 135 106 350 300 
80 0 0 1730 87 
65 0 0 8000 15 
470 0 0 840 13 
3 0,25 172 12 82 40 0 
2.25 0 632 62 0 610 0 
136 0 24,3 5,2 0 720 42 
2,35 0 25 140 82,5 2600 80 
* Les activitds sont exprimees en nmoles de coenzyme (alcool- et de aldehyde-deshydroginases) ou de cytochrome c reduit 
ou rkoxyde par min et mg de proteines. 
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Tableau 2 
Hydroxylation du d&cane et des acides d6canoiQues et laurique. 
Activitd sp&ifique** 





complet (NADPH, akrobie)* 2,4 100 
NADH remplace NADPH, akrobie 2,3 100 
NAD remplace NADPH, a6robie 233 100 
NADPH, androbie 0,2 8,5 
NAD remplace NADPH, anakrobie 2,3 100 
NADH remplace NADPH, anadrobie 0,3 12,5 
sans coenzyme, akrobie 022 8,5 
sans coenzyme, anakobie 0,2 8S 
complet + NAD a6robie 2,3 100 
complet, sous atmosphere CO 0,2 8,5 
complet + NAD sous atm. CO 1,5 62 
complet + NAD sans CO 3,l 130 
complet (NADPH, akrobie) 239 120 
complet (NADPH, androbie) 092 8,5 
complet (NADPH, akrobie) 335 145 
complet (NADPH, ana&obie) 0,3 12,s 
* Le systkme complet de 3 ml comprend, l’extrait particulaire, 14C-dkane (5 X 10’ DPM), d&me froid (10 pmoles), 
NADPH (1,5 X 10m3 M) tampon Tris 0,05 M pH 8,5 cornpI& i 3 ml. Dans les autres sy&mes le coenzyme est remplac6 
par d’autres pyridines nuclbotides i la m&me concentration, le 14C-dkanoate et 14C-dodkanoate (5 X 10’ DPM), acide 
froid (10 pmoles). Aprks une incubation de 30 min i 32”, les produits radioactifs oxygknk sont isol6s dans les conditions 
d&rites [ 71. 
** L’activiti est exprimke en nmoles de produits oxygdnks form& par min et par mg de protkines, les chiffres don&s corres- 
pondant i une moyenne de 6 expiriences. 
L’activitB hydroxylase est mesuree par analyse 
quantitative des produits de la reaction, form& g 
partir du 14CdCcane, du 14CdBcanoate t du “C- 
dodkanoate dans des syst&mes rkactionnels dkrits 
par Gholson et ~011. [7] . 
Les activitks NADPH- et NADH-cytochrome c 
riductases (NADPH: ferricytochrome c oxydo rC- 
ductase EC 1.6.2.3; NADH: ferricytochrome c 
oxydo rkductase EC 1.6.2.1) ont ktk mesurkes g 
partir de la reduction du cytochrome c de coeur de 
boeuf (Sigma Type IV) g 550 nm, dans des systkmes 
rkactionnels de 3 ml contenant NADPH ou NADH 
(1 mM), cytochrome c (0,l mM) tampon Tris ou 
phosphates 0,05 M pH 8,4. 
L’activitC cytochrome c oxydase (ferricytochrome 
c oxydo rkductase EC 1.9.3.1) est CtudiCe g 550 nm 
avec un systkme de 3 ml contenant du tampon Tris- 
HCl 0,OS M pH 8,4, du cytochrome c (0,l mM) prC- 
alablement rCduit par l’hydrosulfite et dialysb contre 
de l’eau pour &miner l’agent rkducteur. Ces ac- 
tivitks sont exprimkes en nmoles de cytochrome c 
rCduit ou rCoxydC par win et par mg de protkines. 
2.3. Localisation du cytochrome P450 
La prkence du cytochrome P450 caractCrisCe par 
une seule bande d’absorption maximale g 450 nm 
exaltbe sous forme de complexe CO-P45,-, a CtC con- 
firmCe dans les extraits particulaires bruts (fig. 1, 
courbe A) dans une concentration moyenne de 0,05 
nmoles/mg de protCines, calculCe par rkfkence aux 
donkes de Omura et Sato [8]. Les surnageants, 
par contre, en sont totalement dkpourvus (tableau 1). 
Cette pkparation particulaire (3 ml) est soumise 
B une ultracentrifugation B 15 000 trs/min pendant 
15 hr (rotor SW25) sur un gradient de concentration 
discontinue en saccharose comprenant 5 couches 
successives de solution de saccharose de densite com- 
prise entre 1,062 et 1,195 mesurke g O”, soit en con- 
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Fig. 2. Profi de sedimentation sur gradient de concentration 
discontinue de 15 a 43% en saccharose d’un extrait brut 
particulaire de C. tropicalis cultivee sur n-tetrad&cane. La 
concentration en particules a 6th determike sur les frac- 
tions recueillies (courbe 1) et en cytochrome Pgse (courbe 2) 
dans les conditions indiquees dans le texte. 
centration de saccharose de 1.5 a 43%. En fin d’ex- 
perience des fractions de 10 gouttes (0,9 ml) sont 
collectees, additionnees de 05 ml de tampon Tris- 
HC10,05 M pH 7,6, et la concentration en particules 
determike en mesurant l’absorbance a 350 nm pour 
chacune des fractions (fig. 2, courbe 1). 
Les fractions correspondant aux differents pits 
d’absorption de ce profil de sedimentation ont CtC 
melangees pour donner 5 nouvelles fractions dans 
lesquelles ont BtC dosees les activites enzymatiques, la 
concentration en proteines et en cytochrome Pd5,,. 
Dans ce dernier cas, la mise en evidence et le dosage 
de ce cytochrome ont CtC realids suivant la tech- 
nique d&rite par Lu [9] que nous avons modifiee 
dans les conditions suivantes: ces fractions sont sou- 
mises a une centrifugation a 220 000 g pendant 90 
mm, les culots sont repris par une solution de glycerol 
a 30% dans du tampon Tris 0,OS M pH 7,6 refroidis 
a 4”, homogeneises dans un Potter et soumis a l’ac- 
tion des ultra-sons sous 9 Kc pendant 20 sec. 
La totalite du cytochrome PdsO present dans les 
extraits particulaires initiaux se retrouve integrale- 
ment dans des fractions qui sedimentent dans une 
zone de densite comprise entre 1,062 et 1,090 (fig. 2, 
courbe 2). L’analyse spectrale de ces fractions con- 
firme la presence de ce cytochrome dans des concen- 
trations de l’ordre de 0,lS a 0,2.5 nmoles/mg de pro- 
teines (fig. 1, courbe B). 
2.4. R&partition des activitks enzymatiques 
Dans le tableau 1 nous avons consigne les teneurs 
en chacune des activites enzymatiques testees dans 
les 5 fractionsetudiees. Nous constatons que le cyto 
chrome P,,, se retrouve dans des fractions totale- 
ment depoutvues d’enzymes considerees comme 
d’origine mitochondriale telles que la cytochrome c 
oxydase ou la NADH cytochrome c reductase. 
Par contre ces memes fractions sont tres riches 
en activite NADPH-cytochrome c reductase. 11 est 
important de souligner que les activites alcool et al- 
dehyde deshydrogenases que nous avions precedem- 
ment localisees dans les membranes mitochondriales 
[2] se retrouvent associees Q la cytochrome c oxy- 
dase. 11 faut cependant souligner que l’on trouve, 
associe au cytochrome P4s,, et a la NADPH cytochrome 
c reductase, une activite alcool deshydrogenase non 
negligeable. 
2.5. Hydroxylation des hydrocarbures et des acides 
gras 
Les differentes preparations particulaires prece- 
demment testees ont CtC utilisees pour mesurer 
l’activite hydroxylase a l’egard du i4C-decane, et 
des acides “C-decanoique et 14C-dodCcanoique. Nous 
avons constate que seules les fractions riches en cyto- 
chrome PaSO ont une activite hydroxylase. 
Les valeurs moyennes et les conditions experi- 
mentales pour lesquelles cette hydroxylation se mani- 
feste avec les extraits particulaires sont consignees 
dans le tableau 2. 
2.6. R&ulation 
Les cellules de C. tropicalis cultivees sur glucose 
donnent des extraits depounus de cytochrome Pas,-, , 
mais ayant une faible activite hydroxylase qui repre- 
sente 4 a 6% de l’activite determinCe dans les memes 
conditions avec des cellules parfaitement induites en 
presence d’hydrocarbures. La teneur en NADPH- 
cytochrome c reductase est aussi inferieure de 5 a 6 
fois. Les cultures sur tetradecanoate donnent les m&es 
niveaux en activite enzymatique et en cytochrome 
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P4s0 que les cellules cultivees sur glucose. I1 convient 
de souligner que le glucose introduit en tours de 
culture sur hydrocarbures exerce son effet de rC- 
pression catabolique. A l’inverse, l’introduction de 
tetradecanoate dans une culture sur hydrocarbures 
ne reprime ni l’hydroxylase ni la synthese du cyto- 
chrome P4s,-, . 
3. Discussion et resume 
Les cellules de C. tropicalis cultivees sur tetra- 
decane donnent des extraits particulaires qui hydro- 
xylent le decane, le decanoate et le dodecanoate avec 
des activids specifiques de l’ordre de 2,4 a 3,s 
unites oti le NAD peut remplacer avec la m&me effi- 
cacit6 le NADPH. 
Le systeme experimental normal de determina- 
tion de cette activite enzymatique tel qu’il a CtC 
defini par Gholson et Coon [7] est inhibe a plus 
de 90% en anaerobiose ou sous atmosphere de CO. 
Nous avons cependant constate que l’addition de 
NAD a ce systeme conduit a la formation de pro- 
duits oxygen& mCme Sous atmosphere de CO Bqui- 
valente a 60% de oelle obtenue dans les conditions 
normales. 
L’ultracentrifugation sur gradient discontinue 
de saccharose de ces extraits particulaires actifs per- 
met de dparer dans une fraction unique legere la 
NADPH-cytochrome c reductase et le cytochrome 
P450r composantes du systeme hydroxylase. Nous 
pouvons done considerer que ce systeme specifique- 
ment induit par les alcanes est directement implique 
dans leur metabolisme et qu’il est de nature micro- 
somale. On peut mdme penser du fait de la presence 
d’activites alcool- et aldehyde-deshydrogenase 
associees a cette fraction subcellulaire qu’il existe 
chez cette levure une voie metabolique de nature 
microsomale responsable de la transformation de 
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